Hepatitis E: Strategy of Pathogenic Diagnosis and the Epidemiology in Rural Area in Jiangsu, China by 黄守杰
学校编码：10384                               分类号      密级       
学号：200326098                               UDC                   
 
 
  硕  士  学  位  论  文 
                                           
戊型肝炎病原学诊断策略初探及江苏农村
地区戊型肝炎流行病学特征研究 
Hepatitis E: Strategy of Pathogenic Diagnosis and the 




指导教师姓名：夏宁邵教授  张军教授 
专  业 名 称：生物化学与分子生物学 
论文提交日期：2008 年 6 月 
论文答辩时间：2008 年 7 月 
学位授予日期：    
  
答辩委员会主席：           
评    阅    人：           























                        声明人（签名）： 

































  1、保密（ ），在   年解密后适用本授权书。 




作者签名：      日期：  年 月 日 

















目        录 
目     录 
 
摘    要 ................................................................................................................... I 
Abstract.................................................................................................................. III 
前    言 ...................................................................................................................1 
1. 戊型肝炎病毒的生物学特征 ...........................................................................1 
1.1. HEV 的形态特征和理化性质 ................................................................1 
1.2. HEV 基因组及其功能 ............................................................................2 






3. 戊型肝炎的实验室诊断 ...................................................................................9 
3.1. 免疫电镜（IEM） ..................................................................................9 
3.2. 免疫荧光镜检（IFM） ..........................................................................9 
3.3. 戊肝的分子生物学检测........................................................................10 
3.4. 检测抗 HEV 抗体的酶免疫试验（EIAs） .........................................11 






















目        录 
材料与方法 .............................................................................................................29 




2. 方法 .................................................................................................................30 





第一部分  急性戊肝诊断中不同病原学指标的应用策略研究 ......................37 




3. 不同时期标本 HEV IgM 和 PCR 诊断的准确性........................................39 
3.1. 发病后不同时间标本中 HEV RNA 的诊断准确性 ............................40 
3.2. 发病后不同时间标本中 HEV IgM 抗体的诊断准确性 .....................41 
3.3. 综合评价................................................................................................43 
4. 小结 .................................................................................................................44 
第二部分  江苏农村地区戊型肝炎流行病学特征 ..........................................46 




























4.2. ALT 峰值比较 .......................................................................................59 
5. 源于戊肝病例或亚临床感染病例的 HEV 株分子进化分析 ......................60 
6. 小结 .................................................................................................................62 
讨    论 .................................................................................................................63 
1. 综合应用 HEV 病原学指标指导临床诊断 ..................................................63 
1.1. PCR 引物与抗-HEV 抗体检测试剂的评价 ........................................63 
1.2. 戊肝血清学和病原学指标变化趋势.....................................................63 
1.3. 综合应用检测指标指导临床诊断.........................................................63 




4. 自然人群戊肝感染情况 .................................................................................65 
5. 不同基因型的流行情况 .................................................................................66 
结论与展望 .............................................................................................................67 
参考文献 .................................................................................................................69 














摘         要 
I 




-HEV IgM 抗体、抗-HEV IgG 抗体和 HEV RNA。 
分析戊肝病例的病原学指标发现，抗-HEV IgM 抗体在 4w 左右达到峰值，
发病 2 个月后开始下降直至阴转；抗-HEV IgG 抗体在 4w 左右达到 高峰，在 2
个月开始下降，但抗体能在较长时间内一直保持阳性；PCR 阳性率在急性早期
较高，在 4w 时显著下降，3m 以后基本检测不到 HEV RNA。 
由于抗-HEV IgG 抗体能长期维持阳性，单次 IgG 检测值不宜做为诊断依据，




病后 1w、2w 时 IgM 抗体的 佳临界值为 sco=3，而 4w-3m 标本的 佳临界值









该地区自然人群中抗-HEV 抗体情况显示当地 HEV 感染率为 51.2%，随年
龄累积明显，男性感染率高于女性；一年时间内有 11.2%的抗体阴性者发生了抗
体阳转，提示在此期间内发生了 HEV 新发感染。 














摘     要 
II 
全年均有散发，季节性差异不明显；病例中 HEV 基因 4 型为绝大多数，占 94.7%，

























With increasing understanding of hepatitis E and developing of its diagnoses, 
there are more reliable diagnostic tools. At present, ALT, anti-HEV IgM, anti-HEV 
IgG and HEV RNA are usually detected for clinical diagnosing of hepatitis E.  
In this study, the dynamic analysis of those serological markers showes: the titer 
of anti-HEV IgM reaches peak about 4 weeks after illness onset, decreases about 2 
months till seroreversion; the titer of anti-HEV IgG reaches peak about 4 weeks also, 
but it can persist for a long time at high titer; the positive rate of HEV RNA is higher 
at early acute stage, but decreases markedly, and no HEV RNA can be detected 3 
months after onset. 
As mentioned above, these different serological markers have different clinical 
signification in different illness stage. Regarding anti-HEV IgG, positive result of 
single sample has no clinical signification. But if there is seroconversion or 4 folds 
elevation of its titer, acute hepatitis E can be diagnosed. If there is detectalbe HEV 
RNA, acute hepatitis can be diagnosed also. But only depending on HEV RNA 
detection, there will be many false negative results in later acute phase or 
convalescence.  
When anti-HEV IgM is used for diagnostic marker for acute hepatitis E, it will 
lift diagnostic accuracy that different threshold value is used in different illness stage. 
The best clinical threshold value of anti-HEV IgM is s/co=3 in the first 2 weeks of 
illness and s/co=2 from 15th day to 3th month after onset. The majority of haptitis E 
patients visit a doctor within 2 months after onset. In this clinical stage, anti-HEV 
IgM is a reliable clinical diagnostic marker with accuracy of 96.3% (95% CI: 
93.3%-98.2%, both PPV and NPV are more than 95%). 
 At present, the epidemiology character of hepatitis E in large population is 
mostly based on outbreak investigations, and the epidemiology character of sporadic 
hepatitis E is drawed from case investigations in urban central hospitals. For 















survaillence system for suspected hepatitis patients based on medical aid posts at different 
levels was established in 10 selected towns in DongTai, Jiangsu, and a survaillence 
lasting one year was conducted.  
According to sero-epidemiology study on normal population, the infection rate 
of hepatitis E virus is 51.2% in this region and becomes higher with age, and the 
infection rate in male is higher than in female. There are 11.2% of population with  
anti-HEV seroconversion in this year, which clues to new infection of HEV. 
In this region, sporadic hepatitis E mainly attackes older people (with age≥40 
years); the attack rate of male is higher than female with M/F ratio of 3.4:1. Hepatitis 
E cases were found in all 10 surveiled towns, but the attack rate in the 3 eastern towns 
at seaside was higher; the cases could be found in all year with unobvious seasonal 
distribution. In all HEV isolates, the overwhelming majority (94.7%) belong to 
genotype 4, only 5.3% belong to genotype 1. In this one year survaillence period there 
is no outbreak of hepatitis E. 
To analyse the constituent ration of suspected acute hepatitis, the largest 
propotion is hepatitis E, the next is acute hepatitis B, and the smallest is hepatitis A. 
The physical symptom and liver injury of hepatitis E patients are more serious than 
other hepatitis. 
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1.  戊型肝炎病毒的生物学特征 
1.1. HEV 的形态特征和理化性质 
HEV 为大小约 27~34nm（平均 30~32nm）的单股正链无包膜 RNA 病毒。其
表面有许多类似杯状病毒的凸起和缺刻结构，与 HAV 的平滑表面明显不同。据











图 1-1  HEV 天然病毒颗粒的免疫电镜观察 
Fig1-1  Natural HEV particles visualized by IEM 
（Quoted from Centers for Disease Control and Prevention(CDC）, Atlanta, USA） 
 
完整天然 HEV 颗粒在氯化铯中的浮力密度为 1.35~1.40g∕cm3，沉降系数为


















1.2. HEV 基因组及其功能 
早期的研究表明 ET-NANBH（急性传染性非甲非乙型肝炎）可能是由 RNA
病毒引起的，因此 Reyes 和他的同事们试图构建其 cDNA 文库。他们用二次传代
的缅甸株感染猕猴后，获得富含病毒的胆汁并以此为原料在γgt10 中构建出一个
cDNA 文库，尔后从其中筛选出一个 1.3kb 的非人非猴基因的 cDNA 克隆，命名
为 ET1.1[9]。 
1991 年 Tam 等[10]报道了 HEV 的全基因组结构（图 1-2）。HEV 基因组为线
性单股正链 RNA，全长约 7.5kb，5′NTR 为 27 nt、3′NTR 为 48 nt（所有的数
据来自于缅甸株的原型株）。全基因组含有三个互相重叠的 ORFs，ORFl 起始于
5′端的 28nt，止于 5106nt；ORF2 起始于 ORFl 的 3′端的 38nt，延伸 1980nt，
止于 Poly（A）上游的 65nt 处；ORF3 全长 369nt，5′端与 ORF1 重叠 1nt，3′











图 1-2  HEV 基因组[10] 
Fig 1-2  Genomic organization of HEV[10] 
 
1.2.1. ORF1 
ORF1 起始于病毒基因组 5′端 28bp 的非编码区之后开始，全长 5079bp。
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所不同。ORF1 有 3 个保守序列：GDD 序列、GVPGSGKS 和 DEAP 序列。 
ORF1 编码大约 1693aa 的非结构蛋白（pORF1），这些蛋白具酶活性，涉及
病毒的复制和病毒蛋白的成熟。保守结构域分析表明 ORF1 有多个酶活性区[13]：
RNA 依赖的 RNA 聚合酶（RdRP）区（位于多聚蛋白 C 端）、RNA 螺旋酶区（在
基因复制和转录中解开 RNA 结构）、木瓜蛋白酶样的半胱氨酸蛋白酶区（也发
现于α病毒和风疹病毒）、甲基转移酶区（位于多聚蛋白 N 端）、两个未知功能
的 X 区和 Y 区（与风疹病毒类似）。 
所有基因型的 HEV RNA 能与抗 7-甲基鸟嘌呤的单抗反应，这一结果表明
HEV 的 RNA 基因组有 5′帽子结构[11]，病毒基因组 5′非编码区（NTR）只有
27-35bp 的事实与基因组有帽子结构的假设相一致，其催化加帽的反应与真核细
胞不同，而与α病毒超家族的类似[14]。重组 HEV 基因组的体内感染实验[15]表明，
HEV 基因组的 5′帽子结构是 HEV 保持活性和感染性所必须的。Magden 等[14]






ORF2 与 ORF1 相隔 41nt，开始于 5147 位碱基，终止于 3′端 poly（A）尾
上游 65bp 处，含 1980nt，编码 660aa 的多肽（pORF2），推测为病毒主要结构蛋




ORF2 上有三个 N-糖基化位点（Asn-137、Asn-310 和 Asn-562），在各毒株
间高度保守，其中 Asn-310 为主要糖基化位点。以 ORF2 转染哺乳动物细胞 COS、
人肝癌细胞 Huh-7、HepG2，可表达出 88kD 糖蛋白，在胞浆和胞膜上均有分布
[18]。对三个糖基化位点进行突变，并不影响 pORF2 定位于细胞膜，而去除信号

















的体外翻译，翻译出的 88kD 的 gpORF2 除单体外，还可见明显的二聚体形式，
说明 gpORF2 有自发形成同源二聚体的倾向，病毒衣壳的子粒很可能即是由
gpORF2 的同源二聚体组成。Li 等[19]通过缺失突变发现 ORF2 形成正确构象和同




ORF3 是一个小的读码框，位于 ORF1 的末端，全长 369 个碱基，编码一个




化的 pORF3 与肝细胞骨架结合，并可与衣壳蛋白 pORF2 形成复合体，表明此蛋
白在病毒颗粒组装的过程中可能扮演了细胞骨架锚定位点的角色[21]。 
1.3. HEV 的归类 
HEV 的病原在用免疫电镜初次观察到后就被估计是一种 RNA 病毒，并被建
议归类到细小病毒科[22]。后来发现 HEV 病原的免疫原性和各种理化性质与细小
病毒没有明显关系。 1988-1998 年间 HEV 被暂时的分类到杯状病毒科
（Caliciviridae）。与无包膜的杯状病毒相比，HEV 颗粒更小，表面刺突和缺痕更
精细，但在蔗糖中的沉降系数和浮力密度相似。然而，HEV 的 ORF3 的位置、
ORF2 的长度以及 ORF1 中功能蛋白结构域的排列方式均与杯状病毒不同。HEV
非结构区的系统进化分析也不支持将 HEV 分类到杯状病毒科（图 1-3）[23]。 
近来发现 HEV 基因组的排列方式和使用方式与披盖病毒科（Tagaviridae）
的风疹病毒（Rubella virus）和甜菜黄叶脉坏死病毒（Beet necrotic yellow vein 
virus）更为类似（图 1-3）[10, 24]。因此有人建议将其归于风疹病毒族α病毒亚组。 
在 1999 年的第六届悉尼国际病毒学会议上，HEV 被归类为相对单独的一个






























图1-3  聚合酶区的同源性分析表明HEV与杯状病毒相距较远而与披盖病毒较接近[23]  
Fig 1-3  Maximum likelihood phylogram of partial polymerase nucleotide sequences showing 





通过对各 HEV 株的 ORF2、ORF3 氨基酸序列进行分析，根据 Fankhauser
等的提议，参照 Norwalk 病毒的分类标准[27]，即将 ORF2 区的核酸变异不超过
20%的分离株归为一个基因型，共发现了 4 种基因型的 HEV（图 1-4）。 




国台湾地区的分离株[30]属于基因 4 型。猪体内也分离到的一些新的病毒株[28, 31, 
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哥株（2 型）、美国株（3 型）和中国台湾株（4 型）。在全世界范围内，大部分
HEV 感染是由基因 1 型引起的，而基因 3、4 型只报道过散发型病例，但目前在
我国 4 型有扩大的趋势。 近，研究者在鸟类体内分离出了一种新的 HEV 病毒














图 1-4  HEV 的系统进化树及基因型划分 
Fig1-4  Unrooted phylogenetic tree of HEV genotyping 
Phylogenetic relationships among hepatitis E viruses, based on 304 nucleotide 
fragment sequences of HEV ORF2(nucleotides 5994-6297 [28]）. 
     
1.4.2. 血清型 
从目前的研究结果来看，多数认为能够感染人类的 1-4 型 HEV 彼此能很好
地交叉保护，表明均为一个血清型。有以下几点证据支持这一观点。 
虽然不同地理区域来源的 HEV 株基因变异较大，如缅甸株（B1）和墨西哥
株（M1，1986 年分离于 Telixtac 流行区[29]）的两个原型株碱基的同源性只有
76%[66]，但不同基因型 HEV 的 OFR2 氨基酸序列具有高度的同源性，ORF1、
ORF2、ORF3 氨基酸的同源性分别为 84%、93%和 87%[103]； 
各基因型病毒间的交叉保护实验：Arankalle 等[104]对 5 年前感染过 HEV 的
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